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FUNKCNI POTENCIAL 1ZOLATO
BAKTERII MLECNEHO KVASENI
Z LUSKOVIN
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Andrea Tiimova
Vyzkumny Ustav miékdrensky, s.r.o.

Functional potencial of lactic acid bacteria
isolated from legumes

Abstrakt

Z rostlin luskovin bylo izolovano spektrum bakterii
mlécného kvaSeni s cilem ziskat izolaty vhodné pro pre-
ventivni i kurativni oSetfeni osiva a rostlin v biologické
¢i integrované ochrané rostlin. Izolaty Latilactobacillus
sakei z rostlin a tfi kmeny CCDM stejného druhu a jejich
extracelularni metabolity byly testovany vici stéZejnim
fungalnim patogenim luskovin Sclerotinia sclerotiorum
a Botrytis cinnerea. V bezbunécnych supernatantech byly
hodnoceny fyzikalni a chemické parametry jako acidi-
ta, obsah a zastoupeni organickych kyselin a mnoZstvi
a sloZeni proteinl a peptidi. U izolath L. sakei z rost-
lin se prokdzala znacna variabilita v produkci organic-
kych kyselin zejména v derivatech kyseliny mlécné.
Izolat 1905-1 a kmeny CCDM 336 a 717 produkovaly
vyznamné mnoZzstvi kyseliny sorbové. Obohaceni media
o cukry vyznamné navySovalo produkci proteinti a pep-
tid ve frakci <30kDa, a to zejména u izolatu 1905-1.
Pridavek této frakce v objemu 20 % do bramborového
agaru s dextrézou zcela inhiboval rdst mycelia Sclero-
tinia sclerotiorum a Botrytis cinnerea. 1zolaty L. sakei
z rostlin vykazovaly efektivni antifungdlni aktivitu
in vitro vici fungdlnim patogentim luskovin, jejiz podsta-
tou byla produkce funk¢nich organickych kyselin a jejich
derivatl, i vyznamna produkce peptidi. Pro potencial-
ni biologickou nebo integrovanou ochranu rostlin 1ze
uvazovat izolaty z luskovin L. sakei 7TKV1A a 1905-1.

Klicova slova: antifungélni aktivita, Latilactibacillus
sakei, organické kyseliny, proteiny

Abstract

The spectrum of lactic acid bacteria was isolated from
legumes aimed at preventive and curative treatment of
the seeds and plants in biological control systems and
integrated management. The isolates of Latilactibacil-
lus sakei obtained from legumes and tree strains CCDM
and its extracellular metabolites were tested against the
main fungal pathogens on legumes represented by Scle-
rotinia sclerotiorum and Botrytis cinnerea. The physical
and chemical parameters, such as acidity, organic acid
content and the production of proteins and peptides, were
evaluated in cell-free supernatants. The isolates from
plants performed high variability in the production of
organic acids, particularly in the production of derivates
of lactic acid. The isolate 1905 and strains CCDM 717
and 336 produced significantly sorbic acid. The adjunct
of sugars into the MRS medium increased the production
of proteins and peptides in the fraction <30kDa in the
case of isolate 1905-1. Adding this fraction (20%v.v) into
potatoe dextrose agar fully inhibited the mycelial growth
of Sclerotinia sclerotiorum and Botrytis cinerea. The iso-
lates of L. sakei isolated from legumes showed effective
antifungal activity against the plant pathogens because of
the production of the functional organic acid and its deri-
vates and intensive production of peptides. Isolates from
legumes L. sakei TKV1A and 1905-1 can be considered
for potential biological or integrated plant protection.

Keywords: antifungal activity, Latilactibacillus sakei,
organic acids, proteins

Uvod

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou v pfirodnich
ekosystémech soucasti mikrobidlnich konsorcii, jenz
v prfirodé pfirozené fermentuji rostlinnou biomasu.
Béhem vegetacni sezony se vyskytuji v mikrobidlnich
komunitich ve fylopldnu a rhizoplanu rostlin. I kdyz se
oproti jinym bakteriim osidlujicim fyloplan ¢i rhizoplan
rostlin (Pseudomonaceaea, Enterococcaceae) vyskytuji
v niz$ich poctech, diky svym extracelularnim metabolitim
ovliviiuji mikrobidlni slozeni fyloplanu ¢i rhizoplanu
a poskytuji rostlinAm moznost ochrany pred bakteridlni-
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mi a fungdlnimi patogeny (Motta-Guttierez a Coccolin,
2023). V epifytické, a i endofytické mikrobioté rostlin
jsou zastoupeny laktobacily (Lactiplantibacillus plan-
tarum, Lactobacillus pentosus, Loigolactobacillus cory-
niformis, Lacticaseibacillus paracasei, Lactobacillus
fermentum, Latilactobacillus sakei aj.), laktokoky, strep-
tokoky i enterokoky (Minervini a kol., 2015; Yu a kol.,
2020). Kromé vyznamu BMK pro rostlinnd mikrobidlni
spolecenstva a potazmo pro zdravi a fitness rostliny, ma
tento druh vyznam pro pfirozené fermentacni procesy rost-
linnych produktii. VyuZiti izolath BMK z rostlin nachazi
uplatnéni i pro jiné Gcely neZ potravinarské ¢i krmivarské,
zejména pak v ochrané rostlin a rostlinnych produkti,
a to jako ochranné biofilmy, mofeni osiva ¢i postiiky za
ucelem ochrany rostlin pfed mikrobidlnimi a fungalnimi
patogeny. Cilenému pouziti predchédzi charakteristika
izolatd a jejich extracelularnich produkti. Vyznamnym
druhem BMK, ktery je soucasti rostlinnych mikrobial-
nich konsorcii a fermentovanych rostlinnych produktt
(napt. Kimchi) a masnych fermentovanych vyrobkd, je
L. sakei (Motta-Guttierez a Coccolin, 2023). Vzhledem
k Sirokému spektru matric, ve kterych se L. sakei nachazi,
a podminkam prostiedi (vakuova baleni) je povazovan za
druh s vysokou adaptabilitou vii¢i oxidativnimu stresu,
nizkym teplotam a vyS$imu obsahu soli. L. sakei je schop-
ny v potravindch degradovat arginin a purinové nukleo-
sidy a svymi metabolity chrani potraviny a produkty pred
nezddoucimi mikroorganismy a houbovymi organis-
my (Barbieri a kol., 2022). Kmeny L. sakei jsou zndmé
produkci bakteriocini tfidy Ila, jako jsou sakacin Q
a sakacin P (Calvarho a kol, 2015), a dalSich antimikro-
bialnich proteint (Lopez-Arvizu et al., 2021) s u¢innosti
vuci patogennim bakteriim. Antifungalni aktivita L. sakei
ssp. carnosum vuci rostlinnym patogentim byla doposud
studovéna jen u rodu Fusarium spp., a to s ohledem na
biodegradaci mykotoxind (Mateo a kol., 2023). U izo-
latu L. sakei z Kimchi byla pozorovana antifungalni
aktivita vaci Penicillium brevicompactum, i kdyz byly
detekovany peptidy, antifungdlni Gc¢inek byl pficitan
spiSe produkci kyseliny mlécné (Huh a kol., 2016). Pti
testovani antifungdlné dcinnych latek laktobacilll izolo-
vanych ze salami vici spektru penicilii a aspergilll se
ukdzalo, Ze Gcinnou latkou v pfipadé L. sakei byly fe-
nyl-laktit a hydroxy-fenyl-laktat (Coloretti a kol., 2007).
Ve spojeni s ochranou rostlin a s fytopatogennimi hou-
bami nebyly prozatim tcinky extraceluldrnich produktt
L. sakei testovany. Vyuzivani BMK izolatd rostlinného
puvodu v zemédé€lstvi se z mnoha hledisek ukazuje jako
velmi prinosné nejen z hlediska vyZzivy a probiotickych
vlastnosti, ale i s ohledem na biodegradaci pesticidl
a jejich rezidui v rostlinné biomase. Béhem tfiletého
obdobi feSeni projektu LEGUMBAC se nam z plané
rostoucich luskovin podarilo odizolovat kromé jinych
druhtt BMK (Kavkova a kol., 2023a, b) také Sest izolatt
L. sakei. U izolath dobfe rostoucich v MRS médiu jsme
se zaméfili na antifungdlni aktivitu vici plisni Sedé (Bot-
rytis cinnerea) a hlizence (Sclerotinia sclerotivorum) a na

produkci extracelularnich metabolitd, zejména derivatl
kyseliny mlécné a kyselin, které jsou vyuZivany jako
konzervanty (Figueroa a kol., 2023).

Material a metody

Izolace a identifikace laktobacilu
Z rostlin luskovin byly izolovany bakterie mlécného
kvaSeni zplisobem uvedenym Kavkova a kol., 2023a,
Kavkova a kol., 2023b). Izolaty BMK byly identifiko-
vany na zakladé sekvenaci 16S SSU ribozomalni RNA
a uloZeny do pracovni sbirky projektu pri —70 °C.
Izolaty L. sakei ssp. sakei z rostlin (7TKV1A, 3KO1A,
3KO2A a 1905-1) schopné rast v MRS byly spole¢né
s tfemi sbirkovymi kmeny; CCDM 339 a 717 (L. sakei ssp.
sakei) a CCDM 776 (L. sakei ssp. carnosus). (testovany
vuci vyznamnym patogentim luskovin jako je plisen Seda
(Botrytis cinnerea) (izolat 55-BC1) a hlizenka (Sclerotinia
sclerotivorum) (CCDBC 327). Inhibice mycelidlniho ristu
byly testovany modifikovanou metodou podle Demirbase
akol. 2017 (Kavkova a kol, 2023a; Kavkova a kol., 2023b).
Za ucelem testovani byly fungélni izolaty kultivovany
metodou prelivu vytemperovanym bramborovym agarem
(PDA, Himedia, Indie), a to tak, Ze 1ml inokulum ve
formé kapky obsahovalo 1.10° konidii ve fyziologickém
roztoku. Takto pfipravené Petriho misky byly kultivovany
pri 25 °C 5 dni. Izolaty a kmeny L. sakei byly kultivovany
24 h v MRS bujonu s FGGM (fruktéza, glukéza, glu-
kanat sodny a malt6za) bujonu (Himedia, Indie) v 50 ml
sterilnich falkonach. Po kultivaci byly falkony s nakul-
tivovanou kulturou centrifugovany pri 13,600 ot/min
po dobu 10 minut a pres mikrobialni stfikackovy filtr
(0,22 pl) (Filtratech, Francie) byl ziskan bezbunécny su-
pernatant, ktery byl pres ultrafiltracni kolony AMICON
30 MWO (MERCK, USA) rozdé€len na dvé frakce, kon-
centrdt s proteiny a peptidy mensSimi nez 30 kDa a filtrat
s proteiny nad 30 kDa. Na zakladé testovani antifungal-
niho uc¢inku laktobacili z predchozich let (Kavkova
a kol., 2023b) byl pouzit koncentrét s frakci 2-30 kDa.
Vytemperovany PDA agar byl zaockovan 20% podi-
lem této frakce jednoho konkrétniho kmenem ¢i izolatu
L. sakei a rozlit na Petriho misky. Na kazdou misku
s frakci laktobacilti byly preneseny dva terc¢iky od kaz-
dého jednoho druhu B. cinnerea a S. sclerotiorum vyftiz-
nuté sterilnim korkovrtem z nakultivovanych kultur.
V jedné varianté byla také pouzita samotna sklerocia
S. sclerotiorum misto mycelidlnich tercikii a bylo hod-
noceno jejich obrastani myceliem. Misky byly umistény
do termostatu (25 °C). Radialni rdst mycelia byl méfen
po 24h intervalech po dobu 5-7 dni. Od okraje kazdého
ter¢iku byl méfen rist mycelia na ¢tyfech mistech. Rast
mycelia z ter¢ikli obou houbovych organismil na ¢istém
PDA ptedstavoval kontrolni variantu. Celé experimen-
ty vcetné kontrol byly opakovany tfikrat vcetné vSech
méteni. Data byla zpracovana v programu Statistica Soft.
v.12.1. (StatSoft Europe, Hamburg, Germany) metodou
analyzy variance s faktoridlnim designem pfi p<0,05<a

2

MLEKARSKE LISTY 208, VOL. 36, No. 1



VEDA, VYZKUM

Tab. 1 Inhibice radidiniho rdstu mycelia u dvou fytopatogennich houbovych organismu na PDA s 20% v.v. pfidavkem koncen-
tratu (< 30 kDa) z bezbunééného supernatantu izolatu/kmend L.sakei izolovanych z luskovin. Hodnoty v tabulce jsou
praméry (mm) radidlniho rastu mycelia B. cinnerea a S. sclerotiorum obristajiciho teréik a stfedni chyba praméru ze
tfi opakovanych méreni pro kaZzdou kombinaci izoldtu/kmene L. sakei versus fungalni agens po 7 dnech kultivace pfi
25 °C. (Kruskall-Wallis H test, p< 0,05<a; Statistica Soft. 12.1). Indexy oznacuji statisticky odli$né pripady.

Sclerotinia sclerotivorum
mycelidlni teréiky

Sclerotinia sclerotivorum
sklerocium

Izolat/kmen akronym Botrytis cinnerea

mycelidlni teréiky

L. sakei ssp. sakei 7KV1A 0+0,0 0+0,0 0+0,0

L. sakei ssp. sakei 3K0O1A 0+0,0 0,85+0,02f 1,02+0,07f

L. sakei ssp. sakei 3K02a 1,50+0,03" 1,23+0,21" 2,08+0,15¢

L. sakei ssp. sakei 1905-1 0+0,0 0+0,0 0+0,0

L. sakei ssp. carnosum CCDM 776 12,3+0,31 7,25+0,62 8,56+0,74

L. sakei ssp. sakei CCDM 717 6,11+0,65 5,32+0,11 8,25+0,38

L. sakei ssp. sakei CCDM 339 8,56+0,52 9,08+0,44 7,15+0,02
Kontrola 1 PDA+20% MRS 32,8+5,262 29,62 +1,252 32,110,212
Kontrola 2 PDA 40,24+1,237 32,63+5,237 33,11+4,837
Statistické parametry Ha176=12,52; p<0,001 H24176)=24,18; p<0,001 H4176=32,21; p<0,001

s naslednou Post Hoc analyzou (Post Hoc Tukeys’ test)
(Lep$ a Smilauer, 2016). Prezentovana data piedstavuji
statistické hodnoty (Df — stupné volnosti, F — hodnota
kvantili, a p — nejmensi hladina vyznamnosti testu).

Proteomické analyzy

Obsah peptidd byl méfen v bezbunécnych supernatan-
tech v MRS, MRS+ FGGM a v masopeptonovém médiu
vhodném pro zvySenou produkci sakacinu (MPS) (Trinet-
ta a kol., 2008). Pfipravena média (MRS, MRS+FGGM
a MPS) byla zaockovana 1 % anaerobné nakultivované
kultury izolati a kmenu L. sakei. Po 24h kultivaci ve
30 °C byl vySe uvedenym zptisobem ziskan bezbunécny
supernatant a z ného frakce 2-30 kDa.

U frakce 2-30 kDa ziskané z bezbunécného super-
natantu kazdého izolatu ¢i kmene L. sakei bylo pomoci
fluorometrického méfeni (DeNoviX QFX, Thermofisher,
USA) hodnoceno mnoZzstvi proteinil a peptidli s vyuZitim
kitu Qubit™ Protein BR assay Kit (INVITROGEN,
USA). Proteiny a peptidy by izolovany (Kavkova a kol.,
2023a, b) a vizualizovany na Tricine-PAGE 15% gelu
(Haider a kol., 2012).

U bezbunécnych supernatantd byla také mérena acidita
na pocatku a po 24h kultivaci pomoci pH metru InoLab
pH 720 a elektrody SenTix Sp (WTW, Némecko) a mé-
fen obsah kyselin, které jsou zndmé antifungdlnim
ucinkem a jsou pouzivané jako konzervanty. Kyselina
mlécna byla mérfena izotachoforézou (EA 02, VILLA
Labeco, Slovakia). Zastoupeni a mnozstvi derivatd
kyseliny mlécné (indolmlécné, hydroxymlécné, fenyl-
mlécné) a déle kyseliny sorbové, salicylové a benzoové
po 24h kultivaci v MRS a MRS+FGGM pii 30 °C byla
méfena a vyhodnocena metodou vysokoucinné kapali-
nové chromatografie (HPLC-PDA/MS) na pracovisti
JihoCeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

Vysledky a diskuze

Testovani antifungalniho d¢inku frakce < 30kDa z bez-
bunécnych supernatantli izolatd L. sakei z rostlin v po-

rovnani se sbirkovymi kmeny CCDM 776, 717 a 339
ukdzalo na vyznamné rozdily v plisobeni na rist mycelia
u Botrytis cinnerea a Sclerotinia sclerotivorum v testech
invitro. 1zolaty L. sakei TKV1A a 1905-1 zcela inhibovaly
jak rast mycelia B. cinnerea tak S. sclerotivorum (Tabul-
ka 1). Kmeny CCDM 776, 717 a 339 rovnéZ vyznamné
inhibovaly rist oproti kontrolnim variantam, ale po sedmi
dnech dochazelo k mirnému nartistu mycelia.

Vsechny izolaty a kmeny L. sakei vyznamné sniZovaly
pH kultivacnich médii (Tabulka 2) béhem 24 h. Izo-
lat 1905-1 snizoval pH v MRS o 27 % oproti pivodni
hodnoté pH 5,74 a MRS +FGGM o 26 % oproti pivodni
hodnoté 5,63. Kmeny CCDM snizovaly pH u obou médii
0 25 %. K nejvétsimu okyseleni substratu doSlo béhem
kultivace izolatd a kmeni L. sakei v MPS, jehoZ ptivodni
hodnota je 7,64 a hodnoty namétené po 24 h byly sniZzené
u izolatu 1905-1 o 44 %, u kment CCDM o 40 %.

Tab. 2 Hodnoty pH kultivacnich médii se zaockovanymi
izolaty a kmeny L. sakei po 24h kultivaci prfi 30 °C
vcetné kontrolnich hodnot sterilnich médii MRS,

MRS+FGGM a MPS.

Izol4ty/kmeny pH

MRS MRS +FGGM MPS
7KV1A 4,44 4,36 4,92
3KO1A 5,37 5,46 6,02
3K02A 512 5,23 5,82
1905-1 419 4,18 4,45
CCDM 776 4,28 4,24 4,64
CCDM 717 4,36 4,21 4,95
CCDM 339 4,39 4,25 4,59
Kontrola — medium 5,74 5,63 7,64

Studie na izolatech L. plantarum a L. pentosus
v predchozich letech ukézaly, ze pridavek cukri do
MRS média vyznamné ovliviiuje produkci funkénich
metaboliti v bezbunéénych supernatantech (Kavkova
akol., 2023a,b). S ohledem na vysledky inhibic¢nich testd
na rist mycelia u izolatd L. sakei nis zajimala kromé
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Tab. 3 Hodnoty kyseliny mlééné (mg.100 ml?) v médiich
zaocCkovanych izolaty a kmeny L. sakei po 24 h
kultivace pfi 30 °C namérené izotachoforézou.
Hodnoty predstavuji pramér ze tfech opakovanych
méreni a stfedni chyba priméru. (Statistica Soft.
v12.1., ANOVA, PostHoc Tukeys’ HSD test, p<0,05<a)

Tab. 4 Variabilita v produkci organickych kyselin izoldty
a kmeny L. sakei v MRS a MRS +FGGM médiiu.
Df — stupné volnosti, F — hodnota testového kritéria
porovnavajici proménné, p — hladina vyznamnosti
odpovidajici 95% pravdépodobnosti testu
(Faktoridlni ANOVA, Statistica 12.1., p< 0,05<a)
Index * oznacuje statisticky vyznamné odliSnosti

Izoldty/kmeny Kyselina mlé¢na (mg.100 ml-") v rémci testovanych kombinaci.
MRS MRS+FGGM
7KV1A 792,20+1,23¢ 753,75+3,18° Kyselina DF F P
3KO1A 62,38+2,52¢ 110,54+4,05¢ Hydroxymlééna* Izolaty L. sakei 6 1,68 0,04*
3K02A 67,73+1,06° 52,88+2,11¢ Kultivacni médium 1 4,70 0,24
1905-1 1129,52+11,302 1082,29+8,527 Indolmlécna* lzolaty L. sakei 6 5,54 0,03*
CCDM 776 822,94+12,06° 910,65+5,63° Kultivaéni medium 1 3,93 0,12
CCDM 717 875,12+13,8" 933,19+9,212 Fenylmlécna lzolaty L. sakei 6 2,33 0,95
CCDM 339 759,78+6,05¢ 861,24+3,18" Kultivacni médium 1 3,23 0,28
Kontrola — medium 57,20+0,41 46,37+0,25 Sorbové* Izoldty L. sakei 6 1,69 0,65
Statistické parametry | Fg1s5=5,64; p<0,001 | Fg1s5=11,23; p<0,001 Kultivacni medium* 1 15,59 | 0,01*
Salicylova* Izolaty L. sakei 6 1,57 0,64
kyseliny mlécné a jejich derivata také produkce kyselin, Kultivacni médium 1 496 0,05*
jejichzkonzervacniho ti¢inku je vyuzivano v potravinarské Benzoovd Izoldty L. sakei 6 1,54 048
praxi (sorbovd, benzoova aj.). Naméfené hodnoty Kultivaéni médium 1 1,51 0,50

kyseliny mlééné ve MRS a MRS FGGM na zékladé
naméfenych hodnot z izotachoforézy (mg.100 ml™')
byly v piipad€ izolatu a kment L. sakei vyznamné niZ$i
v porovndni s mnozstvim kyseliny mlécné produkovanym
kmeny L. plantarum a L. pentosus v MRS a MRS+FGGM
v predeslych studiich (Kavkova a kol., 2023a,b). V pfipadé
rostlinnych izolatt L. plantarum a L. pentosus pridavek
FGGM do MRS (Tabulka 3) vyznamné navySoval produk-
ci kyseliny mléc¢né (Kavkova a kol., 2023a), kdeZto u izo-
latu a kmend L. sakei
pridavek cukrd do MRS
obsah kyseliny mlécné
vyznamné nenavysil ve

na adale kyselin s konzerva¢nim ti¢inkem, jako je sorbova,
salicylova, a benzoovd, jsme pouzili stejné bezbunécné
supernatanty z MRS a MRS+FGGM se stejnou kulti-
vaci izolatl a kment L. sakei jako pro antifungdlni testy.
Variabilita v produkci kyselin mezi izolaty a vliiv FGGM
na produkci kazdé z kyselin, byla hodnocena analyzou
variance (Tabulka 4). Izolaty a kmeny L. sakei se liSily
pouze v produkci kyseliny hydroxymlécné a indolmlécné

Tab. 5 MnoZstvi kyseliny indolmlécné, fenylmlécné a hydroxymlécné (ug.ml’) v MRS
a MRS+FGGM po 24h kultivaci izolatt L. sakei z rostlin a kmend CCDM pfi 30 °C.
Uveden je primér a stfedni chyba praméru hodnot ze tfech opakovanych kultivaci.

Fenylmlééna (ug.ml)

Hydroxymlééna (ug.ml)
MRS MRS +FGGM

MRS MRS+FGGM

srovnani s hodnotami [AHEE0N Indolmlééna (ug.ml)
v MRS bez pridavku MRS MRS+FGGM
cukrd. Nejvyssi hod- 7KV1A 20,48+1,05 0=0
noty kyseliny mlééné | 3KO1A 21,12+0,18 26,51+2,15
byly naméfeny u izo- |3K02A 00 0+0
latu 1905-1 (Tabulka 3). 1905-1 23,83+3,02 21,99+0,25
Obsah kyseliny mlécné | 776 25,43+2,12 34,04+0,06
v médiich po 24 h kul- 7 30,01+0,03 35,73+0,30
tivace byl mezi izo- 339 21,80+1,47 24,95+1,56
laty L. sakei z rostlin | Kontrola 00 00

vyznamné  variabilni.
Zvolili jsme tedy jeste

dalsi, presné€jsi metodu
(HPLC), ktera by dete-

190,88+11,23
166,69+13,40
108,20+6,12
146,78+21,31
216,66+13,62
288,01+12,71
305,49+15,47
0=+0

329,40+5,14
136,88+3,12
331,29+20,11
353,34+4,21
303,41+7,11
183,50+5,74
240,95+4,21
0=+0

1564,90+2,52
1646,67+15,41
0+0
571,37+11,44
0+0
736,86+5,87
1104,51+£13,85
0+0

1326,08+23,4
1371,37+£13,85
0+0
529,61+12,74
557,06+16,23
0+0
0+0
0+0

Tab. 6 MnoZstvi kyseliny sorbové, salicylové a benzoové (ug.mi-1) v MRS (M) a MRS+FGGM
(MF) po 24h kultivaci izolatd L. sakei z rostlin a kment CCDM pri 30 °C. Uveden je
prameér a stfedni chyba priméru hodnot ze tfech opakovanych kultivaci.

Salicylova (ug.ml")

Benzoova (ug.ml)

kovala derivaty kyseliny EGILI Sorbova (ug.ml)
mlé¢né a jiné kyseliny, M MF M
kieré jsou zndmé svym | 7KVIA | 59302215 | 10759256 | 47562216
antifungdlnim G&inkem | HO1A | 158,00+512 | 2041119 | 5529214
(Meruvu, 2022; Ponzio | 3K02A 144,760 00 47,07x2,12
a kol., 2024). 19051 | 16741+2,14 | 6457425 | 49,05+431
K mé&feni obsahu de- | 776 208,74x542 | 82,31%3,17 28,88+3,02
rivatd kyseliny mlécné, | 717 149,39+5,14 | 40,37x6,18 | 71,03=12,71
jako je hydroxymléens, | 339 134,10+1,47 0+0 62,71+10,47
fenylmlécnd, indolmléc- | Kontrola 00 00 00

MF
2,12+0,14
34,67+2,31
0,14+0,16
63,46+1,48
47,44+1,02
23,362,18
10,46+2,11
0+0

]
7,32+0,05
7,02+0,41
7,02+0,24
5,57+0,14
8,24+0,87
6,37+0,54
6,64+0,11

0+0

MF
3,13+0,52
10,27+0,54
4,95+0,32
7,68+0,85
7,49+0,28
9,43+0,87
0+0
0+0
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2000 MRS (Tabulka 4 a 6), a to u kmenti CCDM
1940 % i e 336, CCDM 717 aizolatu 1905-1. V MRS
- = hydrofymlééni bez pfidavku cukri byla produkce obou
- b kyselin vyznamné vyssi, i kdyz produkce
o (ug.ml") kyseliny salicylové byla celkoveé
e C . nizka. Nejvyssi mnozstvi kyseliny sor-
:zi bové bylo naméreno rovn€z v samotném
§ oo . MRS u CCDM 776 (206,82+5,42 ug.ml™)
T 1000 auizolatu 1905-1 (167,41+2,14 ug.ml).
5 w0 Kromé& uvedenych kyselin byl ve frakci
f . <30kDa méfeny obsah proteind. Kromé
a0 L MRS a MRS+FGGM byl méfen také ob-
500 . F sah proteinii v MPS médiu, které indukuje
— & tvorbu sakacinu (Trinetta a kol., 2008).
200 s . " L oo p . S
| i I L Obsah proteini byl vyznamné vyssi
100 . " v MPS (Obr. 2). Vyraznym producentem
ol e —_r— e . o — proteinii a peptidi v MRS obohaceném
THVIA, oA 028, 190581 CCOMTTE CCOMTIT CoDM339 Cukry byl IZOIélt 1905_1 (Obr 3)9 Zejména

Obr. 1 Rozdil v produkci kyseliny indoimlééné, fenylmlécné a hydroxymlééné
izoldty L. sakei z planych rostlin a CCDM kmeny po 24 h v kultivacnich
médiich M (MRS) a MF (MRS+FGGM). Hodnoty v ppm (ug.ml").

(Tabulka 5, obr. 1). Izolat z rostlin 3KO2A neproduko-
val tyto dvé kyseliny vibec, ale kyselinu fenylmlécnou
produkoval ve stejném mnozstvi jako ostatni rostlinné
izolaty L. sakei. Obecné, z derivatl kyseliny mlécné,
v nejniz§ich mnozZstvich byla produkovina kyselina
indolmlécnd (Obr. 1). Kyselina hydroxymlécna bud
nebyla detekovana vibec (izolit 3KO2A) nebo ve
vyznamné vysSich hodnotich u rostlinnych izolath
(izolaty 3KV1A, 3KO1A). Kyselina fenylmlécna byla
produkovana vSemi izolaty a kmeny bez vyznamnych
rozdil (Tabulka 4, Obr. 1). Maximélni hodnota kyseliny
fenylmlécné (353,54 pg.ml') byla naméfena u izolatu
1905-1. Nejnizsi produkce byla zaznamendna u izolatu
3KOI1A. Pridavek cukri (FGGM) do MRS nemél na
produkci téchto kyselin priikazny vliv. Vyznamné vyssi
byla produkce kyseliny sorbové a salicylové v samotném

protedn (g mL!)

MRS +FGGM MPS

Obr. 2 Vliv kultivacniho media na mnoZstvi vyprodukovanych
extraceluldrnich proteini béhem 24h kultivace pri
30 °C (ANOVA, PostHoc Tukey test F 35 =11,98,
p=0,001; STATISTICA Soft., v 12.1.)

oproti CCDM 776, kde obsah proteint byl
nejnizsi. Vzhledem k tomu, ze CCDM 766
je izolovan z masné matrice a patii k L.
sakei subsp. carnosus, naroky na vyZzivu
a produkce extraceluldrnich metabolitd je odlisnd (Kim
a kol., 2024). Kontrola a vizualizace proteinového a pep-
tidového spektra na 15% tricinovém gelu také prokéza-
la intenzivni produkci peptidd v oblasti 5-1,6 kDA.
Vzhledem k tomu, Ze zatim nedoSlo k sekvenaci téchto
produktii, miZeme pouze usuzovat, ze by ve spektru
<5 kDa mohlo jit o sakaciny (Trinetta a kol., 2008), ale je
také mozné, Ze jsou to zbytkové peptidy vznikajici rozpa-
dem vétSich proteintl.

Variabilita v antifungdlnim tcinku i v produkci orga-
nickych kyselin v rdmci testovanych izol4tli a kmend uka-
zuje na fenotypickou a metabolomickou diverzitu L. sakei
popisovanou v nékolika recentnich studiich (Barbieri a kol.,
2022; Chen a kol., 2021). Z vysledkl je patrné, Ze rost-
linné izolaty 7KV1A a 3KO1A produkuji vyssi mnozstvi

35

3.0

protein {ug mL)

5

O R R ey

CCDM 776
1505-1 CCD

TEVIA JKO2A CCDM 335
3K A M 717

Obr. 3 Variabilita v mnozstvi vyprodukovanych
extraceluldrnich proteind mezi izoldgty a kmeny
L. sakei béhem 24h kultivace v MRS +FGGM pfi
30 °C (ANOVA, PostHoc Tukey test Fe, 36 =4,44,
p=0,014; STATISTICA Soft., v 12.1.)
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kyseliny hydroxymlécéné, ale niz§i mnozstvi peptidi,
kdeZzto izolat 1905-1 produkuje kyselinu hydroxymléénou
a fenylmlécnou v témér stejném mnozstvi, ale oproti os-
tatnim rostlinnym izolatdm produkuje vyznamné vyssi
mnozstvi proteinit a peptidd. Doposud nebyly testovany
izolaty piivodem z rostlin Celedi Fabaceae s cilem zhod-
noceni antifungalni aktivity vici hlizence a plisni Sedé.
Izolaty L. sakei z luskovin, 7KV1A a 1905-1 predstavuji
potencidln€ vhodné izolaty pro cilenou biologickou ¢i inte-
grovanou ochranu rostlin vii¢i t€émto rostlinnym patogeniim
a budou nadéle s timto cilem testovany.

Zaver

Mezi testovanymi kmeny L. sakei ze sbirky CCDM
a izolaty z plané rostoucich rostlin celedi Fabaceae byly
zjisténé odliSnosti v produkci organickych kyselin a jejich
derivatd v kultivatnim médiu MRS a v MRS obohaceném
cukry. [ kdyz vZdy doslo k vyznamnému okyseleni media,
ve srovnani s recentné testovanymi izolaty L. plantarum
a L. pentosus z planych rostlin izolaty L. sakei produko-
valy méné€ kyseliny mlééné a minimum kyseliny octové.
Izolaty L. sakei z rostlin produkovaly vyznamné vyssi
mnozstvi kyseliny hydroxymlécné nez kmeny CCDM
z mlékarskych a masnych matric. MnoZstvi kyseliny
fenylmlécéné a indolmlécné se u izolatu a kment L. sakei
vyznamné neliSilo. Pfidavek cukrdi do MRS produkci
kyselin nezvySoval, spiSe naopak. Izolat 1905-1 a kme-
ny CCDM 336 a 717 produkovaly vyznamné mnozstvi
kyseliny sorbové. S ohledem na antifungalni aktivitu by
tyto tfi kmeny mohly byt vhodnymi kandidaty do protek-
tivnich kultur (Shi a kol., 2022) pro potravinirské tcely.
Bezkonkurencné intenzivni produkce proteinli a peptidi
byla zanamendna v masopeptonovém mediu (MPS), ale
i obohaceni media MRS o cukry vyznamné navySovalo
produkci proteint a peptidl ve frakci <30 kDa, a to zej-
ména u izolatu 1905-1. Pfidavek této frakce v objemu
20 % do PDA zcela inhiboval rust mycelia Sclerotinia
sclerotivorum a Botrytis cinnerea. 1zolaty L. sakei z rost-
lin, podobné jako L. plantarum a L. pentosus v predeslych
studiich, vykazuji efektivni antifungélni aktivitu in vitro,
jejiz podstatou je extracelularni produkce organickych
kyselin a jejich derivati s antifungdlnim ucinkem, ale
izvySena produkce proteinti a peptidi na vhodném Zivném
médiu (izoldt 1905-1). VyuZiti takovych izolatd v biolo-
gické ochrané rostlin v rdmci ekologického zemédélstvi
je slibnym krokem s ohledem na zdravi rostlin a kvalitu
rostlinnych produktl v ndvaznosti na nasledné zpracovani
v potravinarstvi ¢i krmivarstvi.

Podékovdni:
Piispévek vznikl za podpory projektu MZe CR Zemé
QK22010255 a Mze-RO1425.
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SVETOVE MLEKARENSTVI
V LETECH 2022-2023;
VYHLED 2024-2025

Jifif Kopacéek
Ceskomoravsky svaz mlékdrensky z.s.

The world dairy in 2022-2023;
outlook to 2024-2025

Abstrakt

ReSersni ¢lanek popisujici soucasny stav svétového
mlékarenstvi, které bylo hodnoceno na IDF World Dairy
Summit v Parizi v fijnu 2024.

Podrobné hodnoti mlékarensky rok 2023 jako odlisny
od roku predchoziho, kdy dosSlo k opétovnému nastar-
tovani svétového rustu jak ve vyrobé, tak zpracovani mlé-
ka a posileni mezinarodniho obchodu. V névaznosti na
pozvolny pokles vysoké inflace doslo k oZiveni spotieby
mléka a mléénych vyrobki, ale vyraznéji v rozvojovych
zemich nezli v rozvinutych zapadnich ekonomikach. Na
zékladé prvnich dat z vyvoje roku 2024 jsou naznaceny
predikce vysledkii tohoto roku a nastinén stfednédoby
vyhled pro letosni rok 2025, ktery zacina s vysokymi
cenami surovin, ale také s fadou nejistot.

Klicova slova: mlékarenskd vyroba, mlékarenska
spotieba, mlékarenska statistika

Abstract

A research article describing the current state of the
global dairy sector, which was assessed at the IDF World
Dairy Summit in Paris in October 2024.

It assesses in detail the dairy year 2023 as different from
the previous year, when global growth in both milk pro-
duction and processing restarted and international trade

strengthened. Following the gradual decline in high infla-
tion, the consumption of milk and dairy products reco-
vered, but more significantly in developing countries than
in developed Western economies. Based on the first data
from the development of 2024, predictions of this year’s
results are indicated and a medium-term outlook for cur-
rent year 2025 is outlined, which begins with high raw
material prices, but also with a number of uncertainties.

Key words: daiy production, dairy consumption, dairy
statistics

Ve druhé poloviné fijna 2024 se v Pafizi uskutecnil
vyro¢ni Svétovy mlékarensky summit Mezinarodni mlé-
kartské federace (IDF). Celosvétova poptavka po mléénych
vyrobcich v souvislosti s rustem svétové populace neu-
stale roste, coZ pro mlékarensky sektor znamena prevzeti
velké odpovédnosti o jeho rozvoj takovym smérem, aby
bylo pro nové generace jesté atraktivnéjsi a aby zajistilo
dalsi budouci udrzitelnou vyzivu lidi, ale také obzivu lidi
zejména ve venkovskych oblastech. Nosny slogan summi-
tu byl jasn€ urCujici: Dairy 4 the Future, tedy Mlékarstvi
pro budoucnost. Pti této nékolikadenni nejvyznamné;jsi
uddlosti lomiského roku se v Pafizi shromdzdilo vice
nez 1600 globdlnich cinitelli s rozhodovaci pravomoci
a mlékarenskych lidrd, mlékarenskych experti, védct,
technickych specialistd, farmart a dal§ich. Na kongresu
bylo zastoupeno 62 zemi svéta, odeznélo vice nez 100 od-
bornych prednasek a po tydennim summitu se bylo mozné
Ucastnit péti technickych exkurzi do nejvyznamnéjSich
mlékarskych oblasti Francie.

Generalni feditelka IDF Laurence Rycken uvedla ve
svém uvodnim vystoupeni: ,,S rostouci populact, demo-
grafickymi zménami a klimatickymi zménami je globdlni
mlékdrensky sektor velikou vyzvou. Bude muset délat to,
co umi nejlépe: tedy byt inovativni a pri hleddni resent
se obracet na védu. A to je presné to, v cem spocivd sila
IDF jiz 120 let. “.

Progndzy budouciho vyvoje vypracovavané organiza-
cemi jako OECD, FAO a Rabobank ukazuji, Ze celosve-
tova spotfeba mlécnych vyrobkil bude v pristim desetileti
i nadéle rast. Schopnost nabidky uspokojit tuto poptavku
je proto nanejvys dulezitd. Cilem summitu proto bylo
identifikovat hlavni vyzvy, kterym svétové mlékarenstvi
celi, se zamérenim na kazdy zemépisny region: Evrop-
skou unii, zapadni Afriku, Jizni Ameriku, Spojené staty
americké, Oceanii, vychodni a jihovychodni Asii a Indii.
Odbornici v kongresovém centru CNIT v pafizské ctvrti
La Défense diskutovali o tom, jaka je budoucnost vyroby
a podill na trhu v riznych svétovych regionech, jaka
jsou ale také omezeni zdroji, kterd by mohla znamenat
kompromisni feSeni, a jak se k pfipadnym kompromisim
stavi mlékarensky primysl.

Summit se zaméril rovnéZ na naléhavou potfebu ge-
neracni vymény pracovnikd v sektoru. Starnuti zemeé-
délské populace a pracovni sily v tomto odvétvi a potize
snaborem novych zaméstnanctl jsou na mezinarodni urov-
ni limitujicimi faktory pro uspokojeni rostouci poptavky
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